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利用螢光偵測技術探討蜂毒胜肽之膜穿孔行為 

 

學生：鄭意玲                          指導教授：廖奕翰 博士 

國立交通大學應用化學系 

摘要 

蜂毒胜肽是蜜蜂 (Apis mellifera) 毒液中的主要成分，除了是溶血毒素之外，也

有殺菌能力，因此也屬於抗菌胜肽。蜂毒胜肽會使細胞膜變薄，也可在細胞膜上形

成孔洞，導致細胞內液外洩，進而殺死細胞。雖然蜂毒胜肽的研究已有多年，但其

在膜上形成孔洞的方式與過程並不完全清楚。為此我們建立了一套共聚焦螢光偵測

系統，透過量測螢光分子洩漏進脂質體造成之螢光強度變化，即時觀測胜肽攻擊單

一脂質體的過程。我們發現加入蜂毒胜肽之後，脂質體內之螢光訊號出現許多間歇

性但強度相近的突峰 (spike)，類似所謂「單分子行為」。經分析突峰上升高度(rise 

height)、上升時間 (rise time)、突峰間距 (rise interval) 與峰毒胜肽濃度的關係發現：

當蜂毒胜肽濃度升高，突峰之上升高度呈現簡單倍數關係，且峰值間距變小，但是

突峰的上升時間不變。從二維的螢光影像中，我們發現脂質體受到蜂毒胜肽攻擊時，

螢光上升過程中會脂質體內部螢光皆呈現均勻分布。基於以上初步結果，我們提出

三個蜂毒胜肽攻擊細胞膜的可能模型。此外有文獻報導峰毒胜肽可改變細胞膜之流

動性，影響膜上維繫細胞存活的生理功能，而導致細胞死亡。我們也利用「螢光相

關光譜技術」觀察脂質膜的流動情形。初步結果顯示，蜂毒胜肽吸附於脂質膜後的

確會降低脂質膜的流動性；而且當胜肽分子在膜表面的密度達到飽和後，流動性則

維持穩定。 
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Melittin-induced intermittent membrane leakage 

observed with fluorescence techniques 

 

Student: Yi-Lin Cheng                        Advisor: Dr. Ian Liau 

Department of Applied Chemistry 

National Chiao-Tung University  

ABSTRACT 

    Melittin, a small hemolytic peptide, is the major component of the venom of the 

European honey bee Apis mellifera. Melittin possesses also antimicrobial ability and this 

can also be regarded as an antimicrobial peptide. Earlier work shows that melittin can 

cause membrane thinning and form pores on membranes; the latter can lead to leakage of 

intracellular fluid causing cell death. Although there have been extensive studies on the 

pore forming mechanism of melittin, details of this process remains illusive especially as 

the concentration of melittin is comparable or below the threshold concentration of pore 

formation. To address this issue, we have developed a novel mean, based on confocal 

detection of fluorescence leakage of single vesicles, to investigate interaction between 

peptides and lipid membranes in real-time. Significantly, we observed occasional 

occurrence of spikes of comparable intensities, an observation that resembles 

single-molecules behavior. We carried out single-molecule analysis on rise-height, 

rise-time, and rise-interval of the time trace of those fluorescence spikes, and the 

preliminary results show that that the rise-height can be approximated as multiples of a 

unit number, and the rise-interval decreases as the concentration of melittin increases, 

while the rise-time remains constant. On the other hand, time-lapse confocal images do 

not exhibit spatial heterogeneity in the intensity distribution. We proposed three plausible 

models to account for these observations. We have also carried out fluidity measurements 
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using fluorescence correlation spectroscopy (FCS), and found that the treatment of 

melittin on membranes caused a significant decrease on membrane fluidity, and the 

change of fluidity exhibits dosage-dependence, but becomes insignificant as the 

concentration of melittin exceeds some value. The results can be accounted with the 

formation of domains resulted from electrostatic interaction between adsorbed melittins 

and lipids. 
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第一章、背景介紹 

 

1-1 蜂毒胜肽基本性質與抗菌胜肽攻擊細胞膜之模型

介紹 

 

當生物受到外物入侵時，會啟動自己的防禦措施。鳥類、爬蟲類等脊椎動物

有先天免疫系統與後天免疫系統把關。植物除了有細胞壁的屏障之外，還會分泌

酵素抑制外物入侵，例如可分解真菌細胞壁的葡聚醣酶 (glucanase)1 與幾丁質酶 

(chitinase)2。魚類部份臟器上的肥大細胞 (mast cell)3, 4 內存在具有溶血作用的胜

肽，魚體表面受傷時，細胞組織蛋白會斷裂釋出胜肽片段來抵禦入侵的微生物 5。

而許多昆蟲會在體內形成小分子的胜肽來破壞入侵物的細胞膜 6。這類小分子胜

肽最早是在 1960 年代被發現，科學家無意間從實驗中發現動植物被細菌入侵

時，會分泌小蛋白質攻擊細菌，使其迅速死亡，因此便將此類蛋白質命名為抗菌

胜肽 (antimicrobial peptide, AMP)。 

 值得一提的是，這些抗菌蛋白雖小，它對生物體的保護作用卻非常大。 一

般來說，我們利用抗生素來消滅體內的微生物，服用後需要一段反應時間才可將

細菌殺死，而且長期服用容易出現抗藥性。抗菌蛋白依照消滅細胞的方式主要可

以分為，細胞內部殺害 (intracellular killing) 與形成穿膜孔洞 (transmembrane 

pore-forming) 兩大類 7。前者可能會讓細胞內物質凝聚 8、抑制細胞膜合成 9、抑

制核酸合成 10、抑制蛋白質合成 11、或是以抑制酵素作用 12的方式使細胞失去功

用而死亡；後者會在細胞膜上形成孔洞或讓細胞膜碎裂導致細胞死亡。針對形成

孔洞的抗菌蛋白而言，破壞入侵物的方法，是利用胜肽與微生物細胞膜上相異的

電性而吸附在膜上，接著會在膜上形成聚集，進而使細胞膜產生孔洞或破裂，最

後細胞質外漏導致細菌死亡。抗菌蛋白產生與作用的速度很快，可在幾分鐘之內

殺死細菌。此外，因為抗菌蛋白是物理性的破壞，較不易產生抗藥性，可以廣泛
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作用在病毒、細菌、與真菌上 7。一般而言，抗菌蛋白有幾個特性：胺基酸序列

不超過 60 的小分子、帶正電、同時擁有親水端與疏水端的性質。有許多因素會

影響胜肽的抗菌力：胜肽的二極結構 (conformation)、胜肽的電荷 (charge)、疏

水性強弱 (hydrophobicity)、極性角度 (polar angle)13。 

 抗菌蛋白主要有兩種破壞細胞膜的機制：桶板模型 (barrel-stave model) 與

地毯模型 (carpet model)14，有的科學家提出第三種機制環孔模型 (toroidal pore 

model)，但此種模型可併入地毯模型內。(圖 1-1) 

 在水溶液中，抗菌蛋白單體會在隨機纏繞 (random coil) 與螺旋狀 (α-helix) 

兩種結構中做轉換，並以 α-helix 的結構靜電吸附到細胞膜上。在桶板模型中，

覆蓋在膜上的抗菌蛋白會穿透脂雙層 (lipid bilayer) 聚集成束，形成疏水面朝向

脂質核心 (lipid core)、親水面朝向內部的穿膜孔洞 (transmembrane pore)。在進

行地毯模型的過程中，抗菌蛋白從頭到尾與脂質頭端 (lipid headgroups) 相接，

當吸附在膜上的抗菌蛋白數量超過一個門檻 (threshold) 時，抗菌蛋白會旋轉 

(rotation) 形成穿膜孔洞，也就是環孔。此模型與桶板模型的不同點在脂質分子

的排列方式，地毯模式的抗菌蛋白分子即使垂直穿透細胞膜平面，其周圍的脂單

層 (lipid monolayer) 會彎曲並以頭端與抗菌蛋白相接，形成如微胞 (micelle) 的

排列；穿透膜的抗菌蛋白分子會進一步吸附在脂質內層 (lipid inner leaflet)，或是

小區塊的脂質被抗菌胜肽包圍而脫離，形成小碎片。在所有的抗菌胜肽中，屬於 

barrel-stave model攻擊模式的有 alamethicin；屬於 carpet model 攻擊模式的有 

Dermaseptin S、 cecropin、ovispirin7。 

 在自然界中，有一類毒素，因其作用機制與抗菌胜肽很類似，也會對細胞膜

造成破壞，近年來被歸類為抗菌胜肽中。蜂毒胜肽即為一例。 

當我們遭受蜜蜂叮咬時，其毒液內含有一種小分子胜肽--蜂毒胜肽，與紅血

球接觸會引起溶血作用。而科學家對於它究竟如何對細胞膜進行破壞，一直都很

好奇，也不停的在尋求解答中。從純化與定序出來 14，已有許多科學家投入它的

相關研究 15, 16, 17。 
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本實驗要研究的蜂毒胜肽 (melittin)，取自歐洲蜜蜂 Apis mellifera 的毒液，

為蜂毒內的主要成分之ㄧ，佔了毒液除水後百分之五十的重量 15，屬於溶血性胜

肽，後來科學家發現它也具有殺菌能力 6。蜂毒胜肽由 26 個胺基酸組成，其序

列為 NH2-GIGAV-LK VLT-TGLPA-LISWI-KRKRQ-Q-CONH2
14，前 20 個胺基酸

的序列為疏水端 (hydrophobic tail)，最後 6 個胺基酸為親水端 (hydrophilic 

tail)。這兩種同時存在的性質使得蜂毒胜肽可以自然的與細胞膜接觸與反應。在

與人體液相同的生理環境下，蜂毒胜肽會帶 5-6 個正電 (序列中畫底線者)，主

要分布在親水端，此電荷分布與蜂毒胜肽的作用機制有很大的關係。(圖 1-2) 在

低濃度或低鹽度水溶液中，蜂毒胜肽是呈現隨機纏繞 (random coil) 結構的單體 

(monomer)，當蜂毒胜肽吸附到細胞膜上，則會轉變成彎曲的螺旋狀 (bent 

α-helix)，並以此形式進行穿膜行為；若是在強鹼、高濃度或是高鹽度的環境下，

蜂毒胜肽會形成四聚體 (tetramers)18。 

目前的研究結果顯示蜂毒胜肽是以 barrel-stave model 進行膜穿孔。當隨機

纏繞的蜂毒胜肽因靜電作用吸附在細胞膜上，會轉變成 bent α-helix 結構。在低

濃度的情況下，蜂毒胜肽會以螺旋軸 (helix axis) 平行細胞膜平面的方式存在膜

上。隨著蜂毒胜肽的濃度變高而出現穿透膜 (transmembrane) 的行為，螺旋軸垂

直細胞膜平面的胜肽比例也會漸漸提升，多個蜂毒胜肽聚集後形成孔洞。 

因為蜂毒胜肽有分子小、易取得、反應快速的優點，除了其本身的作用機制

被廣泛研究外，也有與其他抗菌胜肽複合物的延伸研究出現，近年來，更常被當

作探討脂質-蛋白質交互作用 (lipid-protein interaction) 的模型。而蜂毒胜肽的溶

血性與抗菌機制，不只作用在細菌與真菌身上，對癌細胞也有破壞的效果 19，加

上無抗藥性的特質，以蜂毒胜肽為基底的抗癌藥物開發可謂潛力無窮。
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圖圖圖圖 1-1 抗菌胜肽抗菌胜肽抗菌胜肽抗菌胜肽的的的的兩種破壞細胞膜的機制兩種破壞細胞膜的機制兩種破壞細胞膜的機制兩種破壞細胞膜的機制 14。。。。 

地毯模型 (carpet model) 與桶板模型 (barrel-stave model)。在地毯模型中，胜肽

分子利用具疏水性的一側與細胞膜相接 (圖中黑色區域)，親水側則面向水溶液

(紅色區域)。當胜肽濃度到達某個門檻 (threshold) 時，細胞膜會被破壞形成小碎

片。桶板模型中，覆蓋在膜上的胜肽會穿透脂雙層聚集成束，形成疏水面朝向脂

質核心 (lipid core)、親水面朝向內部的穿膜孔洞 (transmembrane pore)。 
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(A)

(B)

 

 

圖圖圖圖 1-2 蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽的立體結構的立體結構的立體結構的立體結構。。。。 

(A) Bent α-helix20。(B) Helical wheel projection22。蜂毒胜肽有 26個胺基酸，其序

列為 NH2-GIGAV-LKVLT-TGLPA-LISWI-KRKRQ-Q-CONH 2，前 20 個胺基酸的

序列為疏水端 (圖中白色的區域)，最後 6 個胺基酸為親水端 (圖中灰黑色區

域)，這兩種同時存在的性質使得蜂毒胜肽可以自然的與細胞膜接觸與反應。在

正常生理環境下，蜂毒胜肽會帶 5-6 個正電。 
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1-2 蜂毒胜肽與細胞膜作用之相關文獻 

  

在本章節，將要回顧蜂毒胜肽與細胞膜作用的相關文獻，了解這個領域內其

他團隊使用的不同細胞膜模型、測量方法與發現到的結果。 

蜂毒胜肽首先於 1967 年由 Habermann 與 Jentsch 解出 26 個胺基酸序

列 14，接著在 1969年 Jentsch 利用旋光色散法 (optical rotatory dispersion) 測量

出蜂毒胜肽的多肽鏈在水中呈現隨機構形 21。 

1971 年 Kreil 等人首次在活體內將蜂毒胜肽上，其中一種胺基酸的碳置換

成具有輻射線的同位素，並發現存在一個蜂毒胜肽的前趨物 「promelittin」22。

1981年 Steiner 等人在免疫學期刊上發表，蜂毒胜肽不只會溶解紅血球細胞，也

會對 E.coli 產生殺菌的作用 6。 

2000 年 Lin 等人利用分子模擬單一蜂毒胜肽吸附在細胞膜上的情形，除了

發現蜂毒胜肽與細胞膜間保持一定距離，也發現此胜肽有髮夾狀 (hairpin-like) 

的結構，且夾頂在 proline 上 23。同年，Natio 等人利用 NMR 觀察到胜肽分子

在膜上會以平均螺旋軸轉動或是結構重組，而且他們也發現蜂毒胜肽的彎曲角度

為 140o 或 160o，當胜肽持續進行穿膜與形成孔洞的動作時，脂雙層會被推開，

進而導致膜的碎裂。2001 年 Yang 等人利用中子繞射 (neutron diffraction) 與指

向性雙圓極化光吸收光譜技術 (oriented circular dichroism) 求得，蜂毒胜肽在 

POPC 脂質膜上形成的孔洞外徑與內徑分別為 7.6 nm 與 4.4 nm，且孔洞大小與

胜肽的濃度無關，且從孔徑的大小判斷，較有可能屬於 toroidal model，而蜂毒

胜肽的 helical axis 垂直於膜的量會與胜肽濃度有關 24。同時，2003 年 Papo 等

人利用表面電漿共振技術 (surface plasmon resonance) 觀測蜂毒胜肽嵌入不同電

性的脂質過程的結合與解離常數，並用兩種模型模擬穿膜行為 25。 

2004 年 Huang 等人想探討孔洞形成的動力與膜變薄的關連性，並提出孔

洞上存在兩種張力互相抗衡的假設：膜表面張力促使孔洞開啟，而孔緣的線性張
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力導致孔洞關閉。另外，他們同時發現蜂毒胜肽與脂質分子到達一定比例後，細

胞膜厚度會趨於一穩定值 26。同一個團隊於 2008 年在 PNAS 期刊中，利用微

管吸引法 (micropipette aspiration method)27固定單一脂質體，並配合相差影像技

術，發現蜂毒胜肽存在一個閾值，在此閾值兩方的反應不相同：濃度低於 10-7 

µM，細胞膜到蜂毒胜肽攻擊時，脂質體的體積維持不變，且膜表面積會有一定

比例的延展現象；濃度高於 10-7 µM，脂質體除了出現表面積有更高比例的延展

並維持外，還會出現膜延展後快速恢復為原大小的現象 29。同一年，由 Bogaart 帶

領的另一個團隊利用測試不同批次的小顆單層脂質體，與溶液中蜂毒胜肽作用後

的螢光洩漏情形，提出蜂毒胜肽在細胞膜上吸附-穿膜的競爭模型，他們認為，

因蜂毒胜肽之間的排斥力，細胞膜可吸附的胜肽有一定的量，且經計算後可知胜

肽之間的平均距離為 2.5 nm，而吸附在膜上的胜肽影響穿膜行為 28。這個團隊

稍早也測試蜂毒胜肽在不同脂質分子上的行為，他們發現，蜂毒胜肽會對中性電

荷的脂質分子進行穿孔的行為，且孔洞大小與胜肽濃度有關，而對於帶負電的脂

質分子，會先產生直徑約 5 nm 的孔洞，接著進行膜融合 (fusion) 而結束螢光

洩漏 29。2008 年  Yu 等人利用螢光相關光譜技術  (fluorescence correlation 

spectroscopy) 觀察單層小微脂粒的螢光洩漏與擴散情形，他們發現峰毒胜肽會在

膜上產生孔洞外，同時會有脂質體聚集 (aggregation) 的現象；他們也對不同脂

質長鏈的飽和度做比較，發現蜂毒胜肽的作用不受碳鏈飽和度影響 30。2007 年 

Mally 等人利用相位對比顯微技術 (phase-contrast microscopy) 探討單一巨大單

層脂質體與蜂毒胜肽之間的作用，並測試不同胜肽濃度的影響，她們依照作用結

果將濃度分為四個範圍，低濃度下，胜肽會吸附在膜上並有雙體 (dimer) 形成，

雙體進行穿膜動作後會將胜肽分配到脂雙層的內層，進而引起單體持續吸附在膜

上，且可觀察到膜外有少數突起物形成；增加胜肽濃度，孔洞數量增加，脂質體

內的物質流失現象明顯，且脂質體粒徑有縮小的趨勢；再提高胜肽濃度，脂質體

會因內外擾流的流量相差很大而完全崩解；當濃度高過 12 µg/ml 時，形成的孔

洞大到足以承受較強的流量衝擊，且流出速度大於流入速度，就導致脂質體即使
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在高濃度胜肽下能能保持密封不崩解，也因為膜表面持續有胜肽穿刺，脂質體的

表面積會越來越大 31。 
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1-3 研究動機與目標 

 

對於蜂毒胜肽作用在細胞膜上的機制，多數文獻支持 barrel-stave model，它

會在穿透膜進而形成孔洞，造成細胞內外液體相通，胞內物質外流進一步導致細

胞死亡。過去的研究方法，著重在細胞膜與蜂毒胜肽的定性分析，如 oriented 

circular dichroism (OCD)、NMR、optical rotatory dispersion (ORD)、lamellar X-ray 

diff raction 等，與觀測單層小微脂粒 (small unilamellar vesicles) 的螢光變化情

形。雖然這些方法可提供蜂毒胜肽的結構、位向、細胞膜厚度的資訊，與脂質膜

通透性的變化，但針對孔洞形成的方式與過程並不完全清楚，所以我們想要針對

單一巨大單層脂質體 (giant lamellar vesicle) 與峰毒胜肽之間的反應做即時觀

測，來得到孔洞形成的資訊。 

另外，細胞的屏障--細胞膜，主要由脂質、蛋白質、醣類組成，並將細胞質

與外界環境隔開。膜上嵌有許多功能不同的蛋白質與特殊醣類，負責細胞許多重

要的生理機能：離子通道的開關、物質運送、能量轉換、細胞分裂、細胞融合、

胞吞、胞吐、細胞識別、細胞免疫、神經傳導、和代謝調控等。因此，適當的流

動性對細胞能否表現正常功能而言非常重要。我們猜測，當蜂毒胜肽吸附到細胞

膜上會影響其流動性，改變許多受體和酵素的反應性，最後導致細胞失去生理功

能，引起細胞死亡。 

細胞膜上除了脂質分子外，還有蛋白質、醣類等成分，會增加實驗的複雜性，

而脂質體 (liposome) 的組成單純，成分與性質也與細胞膜相近，很適合做為研

究細胞膜行為的模型。為了釐清胜肽分子穿膜的過程，並且模擬真實細胞大小，

我們選擇直徑約 20~30 µm 的脂質體來作為實驗模型。 

在本論文中，我們設計了兩個部份的實驗：第一部份主要在觀測細胞膜通透

性的變化，實驗設計如圖 1-3。有別於文獻上觀察包裹高濃度螢光分子的脂質

體，受到蜂毒胜肽攻擊後螢光分子洩漏的情形，我們將內部單純的脂質體置入高
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濃度的羧基螢光素 (CF) 溶液中，如圖 1-3 (A)，並利用光路中共聚焦 (confocal) 

的設計，觀察在受到蜂毒胜肽攻擊後，細胞膜產生孔洞或缺陷時，洩漏進脂質體

內的螢光分子在中心聚焦體積被偵測到的螢光強度變化，如圖 1-3 (B)，亦即，

可得到脂質體內單點螢光變化的情形。我們測試不同蜂毒胜肽濃度作用在脂質

體，聚焦體積內螢光隨時間的變化，並對螢光增加的情形做分析，希望可以由分

析結果推論出蜂毒胜肽的作用方式。我們也對樣品進行共聚焦顯微鏡螢光影像的

量測，提供我們單一平面螢光變化的資訊。 

第二部份為細胞膜流動性的測量，實驗設計如圖 1-4。當溶液中峰毒胜肽吸

附到細胞膜上，會影響細胞膜流動性，如圖 1-4 (A)。我們在脂質體上嵌入類脂

質染料 DiD 作為細胞膜上的螢光標的物，如圖 1-4 (B)，並利用螢光相關光譜

技術，測量在偵測體積內螢光分子在膜平面上的移動情形。當細胞膜受蜂毒胜肽

攻擊時，膜的流動情形會經由螢光分子的移動而表現出來，螢光分子通過偵測體

積時會產生螢光訊號，將收取的螢光訊號經過二維相關函數 

1

1
( ) = 1+ +1

diff

G
N

ττ
τ

 
  
 

－

 的計算，可以直接得到螢光分子的擴散時間，再經二維

擴散公式 
2

0D=
4 diff

r

τ
 換算，可得到螢光分子的擴散常數，反映出細胞膜的流動性

大小。 
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圖圖圖圖 1-3 細胞膜通透性細胞膜通透性細胞膜通透性細胞膜通透性實驗設計實驗設計實驗設計實驗設計。。。。 

(A) 我們將內部單純的脂質體置入高濃度的螢光溶液中，並將激發光的偵測體積 

(綠色區域) 置於脂質體的中央，當螢光分子 (CF) 洩漏進入脂質體內部，即會被

偵測到。(B) 當細胞膜受蜂毒胜肽攻擊時，由於膜通透性改變，外部的螢光分子

會進入脂質體內，擴散至脂質體中央即被偵測，此時會觀察到螢光訊號上升。 
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GUV Melittin DiD

 

圖圖圖圖 1-4 細胞膜細胞膜細胞膜細胞膜流動流動流動流動性實驗設計性實驗設計性實驗設計性實驗設計。。。。 

(A) 溶液中的峰毒胜肽吸附到細胞膜上時，會改變細胞膜流動性。(B) 我們在脂

質體的膜嵌入類脂質染料 (DiD) 作為螢光標的物，並將激發光的偵測體積 (紅

色區域) 置於細胞膜上。當細胞膜受蜂毒胜肽攻擊時，膜的流動情形會經由螢光

分子的移動而表現出來，螢光分子通過偵測體積時會產生訊號，將收取的螢光訊

號經過相關函數的計算，可以直接得到細胞膜的擴散時間，再經擴散公式換算，

可得到螢光分子的擴散常數，反映出細胞膜的流動性大小。 
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第二章、研究方法 

 

2-1 測量系統 

 

2-1-1 共聚焦單點螢光系統 

 

測量單點螢光變化實驗部份使用的是自行架設的測量系統，如圖 2-1。做為

激發光源的半導體雷射 (cyan laser, 488 nm, PC13589, Newport, U.S.A.) 經自組

裝的空間濾波器 (spatial filter) 除去空間中的光雜訊 (光斑)，來得到較好的光束

品質 (beam profile)，與光徑擴大器放大光束，並填滿物鏡的背面孔徑 (back 

aperture)，使得高 N.A. 值物鏡可發揮最佳的聚光效果。光徑被放大的激發光經

第一片二色鏡 (dichroic mirror, FF 500 / 646, Semrock, U.S.A. ) 反射進入倒立式

光學顯微鏡 ( inverted microscope, IX71, Olympus, Japan)，再經顯微鏡內的第二片

二色鏡 (dichroic mirror, FF735-Di01, Semrock, U.S.A.) 將光導至浸水式物鏡 

(water immersion objective, UPLSAPO 60XW, N.A.=1.20, Olympus, Japan) 聚焦激

發樣品。樣品放出的螢光訊號再由同一物鏡收集，沿著原光路通過 FF 500 / 

646，並經濾片 (LP02-488RU-25, Semrock, U.S.A.) 除去前面濾片未過濾掉的雷

射光，與波段穿越濾光鏡 (band-pass filter, D545/90m, Chroma, U.S.A.) 收集波長 

500 nm 到 590 nm 的螢光。此波段螢光經焦距為 30 公分的透鏡聚焦到作為共

聚焦針孔的光纖上 (孔徑為 50 µm，N.A.=0.22，運作波長在 400-700 nm)，最後

由光電倍增管 (photomultiplier tube, H8249-001, Hamamatsu, Japan) 收取螢光。為

了增加訊號雜訊比 (signal-to-noise ratio)，我們在光路中加上一組光學阻斷器 

(optical chopper, SR540, Stanford Research System, U.S.A.) 與鎖相放大器 (lock-in 

amplifier, SR850, SRS, U.S.A.) 配合，而光電倍增管輸出的電壓訊號經此放大器

轉換後傳至電腦中的訊號擷取卡  (data acquisition board, PCI-6221, National 
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Instruments, U.S.A.)，由儀控程式 Labview (National Instruments, U.S.A.) 記錄。

考慮到樣品受雷射功率引起的螢光漂白、光電倍增管的光量負荷、鎖相放大器的

電壓負載、與訊雜比的因素，各儀器的設定參數如下：雷射功率為 13 µW，光

電倍增管的增益輸出 (gain) 為 0.83；鎖相放大器的靈敏度 (sensitivity) 為 0.5 

V、時間常數 (time constant) 為 100 ms、過濾器 (filter) 為 24 dB/oct；Labview 程

式紀錄的 pixel time 為 150 ms。此系統中雷射、各濾片與染料的特性光譜如圖 

2-2。 

我們在顯微鏡上方設置一組鹵素燈 (U-LH-100L3, Olympus, Japan) 做為亮

視野影像的燈源，以避開螢光收取範圍的前提下，於光源出口處放置長波穿越濾

光鏡 (long-pass filter, FGL780S, Thorlabs, U.S.A.)，讓波長 780 nm 以上的光通過

物鏡與 FF735-Di01，到達電荷耦合元件 (charge-coupled device, Wat-902B, Watec, 

Japan) 而形成亮視野影像，與前述實驗進行同步觀測。 
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圖圖圖圖 2-1 自行組裝的共聚焦螢光顯微鏡系統架設圖自行組裝的共聚焦螢光顯微鏡系統架設圖自行組裝的共聚焦螢光顯微鏡系統架設圖自行組裝的共聚焦螢光顯微鏡系統架設圖。。。。    

ND: neutral density filter; OC: optical chopper; SP: spatial filter; DM: dichroic mirror; 

Obj: water immersion objective; ML: mercury lamp; LF: long-pass filter; BF: 

band-pass filter.  
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圖圖圖圖 2-2 共聚焦螢光共聚焦螢光共聚焦螢光共聚焦螢光顯微鏡顯微鏡顯微鏡顯微鏡系統中雷射系統中雷射系統中雷射系統中雷射、、、、各濾片各濾片各濾片各濾片、、、、與染料的特性光譜與染料的特性光譜與染料的特性光譜與染料的特性光譜。。。。  

羧基螢光素的最大吸收與放射分別為 492 nm與 517 nm。黃色區塊為偵測器收

取的螢光範圍。 
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2-1-2 共聚焦螢光影像系統 

 

 除了自行架設的共聚焦系統，我們也利用  FV300 共聚焦顯微鏡系統 

(confocal microscope, Olympus, Japan) 來得到螢光影像，使用的光源為氬離子雷

射 (argon ion laser, 488 nm, CVI Melles Griot, U.S.A.)，搭配 60X 浸水式物鏡聚焦

激發樣品。樣品的螢光經過共焦光圈 (confocal aperture) 到達偵測器 (R3896, 

Hamamatsu, Japan)。掃描時雷射強度為 100 µW，共焦光圈直徑為 60 µm，搭配

二色鏡 (DM570, Olympus, Japan) 與長波穿透濾片 (BA510IF, Olympus, Japan) 

收取波長 510 nm 到 570 nm 的螢光，掃描的影像範圍約 23.5 µm×23.5µm (256 

pixels×256 pixels)，單張掃描時間為 1.65 s，連續掃瞄的時間間距為 0.5 s。 
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2-1-3 螢光相關光譜系統 

 

 另外，我們也自行架設了一套螢光相關光譜系統，如圖 2-3，量測蜂毒胜肽

與膜作用後的細胞膜流動性變化。系統的架設與前述的單點螢光測量系統類似，

簡述如下。以波長為 632.8 nm 的氦氖雷射 (1137P, JDS Uniphase, U.S.A.) 做為

激發光源，經一組空間濾波器與光徑擴大器後，激發光由二色鏡 FF 500 / 646 反

射進入倒立式光學顯微鏡，樣品放出的螢光訊號延原光路穿過二色鏡，並經焦距

為 30 公分的透鏡聚焦到共焦針孔上，聚焦前我們利用分光鏡 (50/50 beam 

splitter, EBS1, Thorlabs, U.S.A.) 將螢光平均分成兩道路徑，並加上波段穿越濾光

鏡 (HQ 680/60m, Chroma, U.S.A.) 蒐集樣品螢光。我們將共焦針孔孔徑設為 50 

µm，目的在於製造出測量螢光分子擴散的偵測體積 (focal volume)。最後由雪崩

光電二極管 (avalanched photodiode, SPCM-AQR-15-FC, PerkinElmer, U.S.A.) 收

取螢光。雪崩光電二極管會將收到的光子訊號轉成電子脈衝訊號，並經時間相關

單光子計數器 (Flex02-01D, Correlator, U.S.A.) 計算螢光分子的相關曲線。另

外，我們也利用一組電動移動移動平台 (scanning stage) 做細胞膜位置的相關曲

線掃描。此系統中雷射、各濾片與染料的特性光譜如圖 2-4。 

螢光相關光譜進行樣品量測前，需先進行系統優化 (optimization) 與校正，

得知測量時的聚焦體積大小與形狀。 

 

(1)  螢光相關光譜技術的優化 (optimize) 與系統校正 

 

在系統優化的過程中，以光行進的方向為軸向，我們先利用螢光染料對收光

處不同軸向位置作強度的掃描，在強度較大的區域再作細部的系統值掃描，最後

針對玻片厚度微調物鏡上的修正環 (correction ring)，根據參考文獻，理想的螢光

相關光譜系統，聚焦點長短軸比 (r/z) 為 1/6 - 1/3 32。 

我們量取已知擴散係數的染料之相關曲線，計算得到染料的擴散時間與聚焦
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點長短軸比 (r/z)，進而算出聚焦點短軸半徑 (r) 與偵測體積 (focal volume)。測

量未知樣品的擴散與流動時，藉由共同的測量體積，與測得的擴散時間 (三維或

二維空間中)，換算出未知樣品的擴散係數。 

以雷射功率 13 µW 激發 1 nM Alexa633 水溶液 (溶劑為 PBS 緩衝溶液) 

作系統校正，其擴散係數為 1.35×10-10 m2s-1 33，經過自相關函數 (autocorrelation 

function) 

11 2 2

0

0

1
( ) = 1+ 1+ +1

diff diff

r
G

N z

τ ττ
τ τ

    
           

－－

 擬合，算出實驗系統的 r/z = 

0.21，τdiff = 8.77×10-5 s，再利用關係式 
2

0=
4Ddiff

rτ  求得 r0 = 218 nm。Alexa633 的

自相關函數與擬合結果如圖 2-5 所示。 

 

(2) 樣品的螢光相關光譜 

 

藉由標定在細胞膜上類脂質染料的流動速度，反映細胞膜的流動性。考慮細

胞膜曲率、細胞膜厚度與偵測體積大小，膜上的染料分子在偵測體積內可視為平

面的運動。我們用二維的螢光相關式 

1

1
( ) = 1+ +1

diff

G
N

ττ
τ

 
  
 

－

 擬合得到染料分

子在偵測體積內擴散時間，且由前述的校正步驟可以知道偵測體積在膜上的半徑 

r0 = 218 nm，再利用橫向擴散關係式 
2

0=
4Ddiff

rτ  可以算出染料分子的擴散常數。 
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圖圖圖圖 2-3 自自自自行組裝的螢光相關光譜系統架設圖行組裝的螢光相關光譜系統架設圖行組裝的螢光相關光譜系統架設圖行組裝的螢光相關光譜系統架設圖。。。。    

ND: neutral density filter; SP: spatial filter; DM: dichroic mirror; Obj: water 

immersion objective; BF: band-pass filter.  
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圖圖圖圖 2-4 螢光相關光譜系統之螢光相關光譜系統之螢光相關光譜系統之螢光相關光譜系統之雷射光源雷射光源雷射光源雷射光源、、、、各濾片各濾片各濾片各濾片與染料與染料與染料與染料的的的的特性光特性光特性光特性光譜譜譜譜。。。。 

類脂質染料 DiD 的最大吸收與放射分別為 648 nm 與 670 nm。綠色區塊為偵

測器收取的螢光範圍。 
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圖圖圖圖 2-5 Alexa633 的自相關函數與擬合結果的自相關函數與擬合結果的自相關函數與擬合結果的自相關函數與擬合結果。。。。    

利用 1 nM Alexa633 的 PBS 水溶液作系統校正，其擴散係數為 1.35×10-10 m2s-1 

33，經過自相關函數 (autocorrelation function) 

11 2 2

0

0

1
( ) = 1+ 1+ +1

diff diff

r
G

N z

τ ττ
τ τ

    
           

－－

 擬合，算出實驗系統的 r/z = 0.21，τdiff 

= 8.77×10-5 s，再利用關係式 
2

0=
4Ddiff

rτ  求得 r0 = 218 nm。 
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2-2 樣品製備 

 

我們利用電生成法 (electroformation) 製作實驗所需的脂質體。這種方法有

材料簡單、製作過程容易、空間限制小的優點，自 1986 年 Angelova 提出之後

34，對於製作粒徑較大的脂質體 (giant unilamellar vesicles, GUVs)，是廣為使用

的方法。實驗中，產物的粒徑主要分佈在 10-30 µm 的範圍。製作過程簡述如下

並以 圖 2-6表示： 

將儲存於 -20o.C 的 5 mM POPC脂質溶液回溫備用 

(溶劑體積 氯仿:甲醇 = 9:1 ) 

↓ 

將 ITO (Indium Tin Oxide) 玻璃用甲醇擦拭乾淨，靜待風乾後，在導電面用銅漆

膠帶貼上電線 

↓ 

分別在 ITO 玻璃導電面上滴 20 µL 的脂質溶液，使之均勻分布在玻片上 

↓ 

(◎)用氮氣將玻璃上的溶劑吹乾，接著抽真空靜置 1 小時，讓殘餘的溶劑完全

揮發 

↓ 

取一個中空直徑為 20 mm 的墊片 (chamber, 664113, Grace Bio-Labs, U.S.A.) 貼

在玻片導電面上，讓乾燥的脂質置於墊片中間，形成製備微脂體時所需的空間 

↓ 

在墊片內注入 300 µL 的 0.2 M 葡萄糖溶液，接著另一片玻璃以導電面向下的

方式蓋上 

↓ 

將波形產生器 (function generator, SFG-2104, Instek, U.S.A.) 的輸出電線分別接
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到上下兩玻片的電線上 

↓ 

開啟波形產生器，以 10 Hz、3V(peak-to-peak)、sin wave、2 h 的條件通電 

↓ 

關閉波形產生器，移除上玻片，收集墊片內的微脂體溶液至褐色微量離心管內備

用。 

 

螢光相關顯微技術使用的樣品，須在膜上嵌入類脂質染料 DiD，製作方法

與前述過程類似：5 mM POPC 與 10 nM DiD 回溫後，分別取體積 40 µL 與 80 

µL 混合均勻，然後塗佈在 ITO 玻片上，接著從記號(◎)開始的步驟皆相同。 
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在玻璃導電面上滴脂質
溶液，讓溶劑完全揮發

貼上墊片並注入 0.2 M
葡萄糖水溶液

以導電面向內的方式蓋
上另一片玻璃

將玻片接上訊號產生器，
以10 Hz、3V(peak-to-
peak)、sin wave、2 h 的
條件通電

通電完移除上玻片，收
集微脂體溶液至微量離
心管內備用

 

 

圖圖圖圖 2-6 脂質體製備流程脂質體製備流程脂質體製備流程脂質體製備流程。 
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2-3 混合脂質體與不同濃度蜂毒胜肽的樣品製備與量

測 

 

填裝樣品前，先用甲醇將製備樣品用的玻 (cover glass, 22×50 mm, thickness 

#1.5, 72204-04, Electron Microscopy Science, U.S.A.) 擦拭乾淨，貼上中空直徑為 

9 mm 的墊片 (chamber, 664112, Grace Bio-Labs, U.S.A.)，墊片內可填裝體積為 

60 µL，因為要即時觀察加入蜂毒胜肽的螢光變化，所以在配置樣品時需預留蜂

毒胜肽的體積，待樣品置於顯微鏡上再加入進行觀察。除了脂質體在製作過程中

使用 0.2 M 葡萄糖水溶液外，稀釋蜂毒胜肽、稀釋染料皆是使用 0.1 M NaCl 水

溶液，這種情況下，脂質體內外的密度與折射率不同，它會自然沉降在底部，我

們也容易觀察到脂質體的輪廓。 

 

2-3-1 共聚焦單點螢光系統與共聚焦螢光影像系統 

 

在此部份實驗中，蜂毒胜肽加入的濃度分別為 0 µM (控制組)、0.02 µM、0.05 

µM、0.1 µM、0.2 µM、0.5 µM。樣品混合步驟如下：取 10 µL 脂質體溶液到墊

片內，加入計算好濃度的羧基螢光素水溶液，使得最後濃度為 8 µM，將樣品移

至顯微鏡上，並靜置 5 分鐘待脂質體受重力沉降，以移液管吸取要加入的蜂毒

胜肽溶液，輕壓移液管使溶液在吸尖管前端形成水滴狀，緩緩靠近樣品，讓水滴

底部碰觸樣品溶液，使得水滴自然溶於樣品溶液並開始計時，此步驟需小心不可

讓管尖端浸入樣品，會產生液體的擾動進而讓脂質體產生漂動。最後輕輕蓋上蓋

玻片，確定脂質體沒有漂動，即可開始觀測脂質體的共聚焦顯微鏡影像與內部螢

光變化。量測時的系統參數設定已於前面章節敘述，見 2-1-1。共聚焦顯微鏡影

像使用的參數已於 2-1-2中詳述。 
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2-3-2 螢光相關光譜系統 

 

觀測脂質體流動性的實驗中，樣品配置與上述步驟類似，但脂質體是置於無

螢光的 0.1 M NaCl 水溶液中等待沉降，再加入蜂毒胜肽，然後進行螢光相關光

譜量測。測量細胞膜流動性使用的雷射功率為 13 µW。 

在溶液中沉降的脂質體，底部與玻片相接，下層膜的訊號會受玻片影響，所

以我們在此部分的實驗皆選擇脂質體的上層膜作測量。從亮視野影像中，先將脂

體中心點移至雷射聚焦處，然後切換亮視野，導入雷射光，將雷射聚焦點移至上

層膜，此時會出現微弱的反射亮點，接著進行細胞膜螢光相關曲線的縱向掃描。

當雷射準確聚焦在細胞膜上，會有以下幾個特徵：(1) 光子數最高，(2) 螢光粒

子數最少，對應到相關曲線的振幅 (相關性) 會最大，(3) 擴散時間最短 35。 

每一顆脂質體皆測量 10 次，每次積分時間為 10 秒，將 10 次數據取平均

即為該顆脂質體的流動性數值。若此 10 次數據中出現擬合後的相關係數 (R2) 

低於 0.98，則捨棄該次數據，另外，若 10次數據的標準差大於 10 %，則按照與

平均值差異大小的順序刪除數值，直到該顆脂質體數據的標準差小於 10 %。若

捨棄數量超過三個，即捨棄該顆脂質體的數值。 

在此部分實驗中，我們測試不同濃度的蜂毒胜肽，分別為 0 µM (控制組)、

10 µM、20 µM、30 µM、40 µM、50 µM、60 µM。 
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第三章、結果與討論 

    

3-1 脂質體與蜂毒胜肽作用後亮視野影像變化 

 

 當細胞膜受到蜂毒胜肽攻擊，除了膜的厚度改變外，還會形成孔洞甚至破

裂，為了了解蜂毒胜肽攻擊細胞時細胞膜外觀是否有變化，我們利用亮視野影像

來找出線索。實驗中，我們觀察了不同蜂毒胜肽濃度、不同直徑 (20 µm ~ 30 µm) 

的脂質體，也發現到每個體之間的反應情形都不相同。 

 加入蜂毒胜肽後，部份脂質體會維持直徑大小與位置，如圖 3-1 (A)，但部

份脂質體會有從原聚焦平面失焦的現象，影像上直接觀察到微脂體的輪廓變得模

糊。針對失焦的現象，有三種可能： 

 1. 脂質體的形變現象：沉降在底部的脂質體原本是球形，因為蜂毒胜肽吸

附或嵌入細胞膜時，會造成原本脂質分子 (lipid) 的排列情形改變，進而影響膜

的堅固性，讓脂質體變扁呈現橢圓形，在原聚焦平面的影像因此變模糊。 

 2. 脂質體的大小改變：與上述的形變不同，脂質體可能會有部份脂質分子

脫離細胞膜情況發生，為了填補減少的脂質分子的空位，其它脂質分子會再度融

合 (fusion) 而形成直徑較小的脂質體，所以原聚焦平面的影像因此變模糊，如

圖 3-1 (D)。 

 3. 顯微鏡本身的軸向位移：此原因與樣品本身無關，而是觀測儀器的缺陷，

當我們進行調整物鏡在軸向位置的動作時，同時涵蓋數個機械齒輪的運轉，在我

們調整到適當高度，並移除加在齒輪的外力後，理論上會停止移動並固定，但實

際上，有可能產生些微的鬆動，使得軸向位置偏移，所以原聚焦平面的影像因此

變模糊。 

 除了軸向的位移，脂質體也會出現橫向的位移，還有抖動後伴隨橫向位移的

現象，如圖 3-1 (B)，推測是當蜂毒胜肽吸附並穿透細胞膜時，蜂毒胜肽的結構
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與脂雙層結構無法緊密排列，在穿透的地方會形成缺陷，膜上的缺陷瞬間受到內

外液體交換的擾流推擠 (抖動)，順著擾流推力開始出現橫向位移的情形。若膜

上同時有多個 蜂毒胜肽吸附，或擾流很劇烈的情況下，脂質體也會在瞬間破裂，

如圖 3-1 (C)。我們觀測到的結果與 Mally 等人在 2007 所觀測到的現象相當接

近類似 31。 
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圖圖圖圖 3-1 脂質體與脂質體與脂質體與脂質體與蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽作用後亮視野影像變化作用後亮視野影像變化作用後亮視野影像變化作用後亮視野影像變化。。。。 

(A) 靜止不動，脂質體半徑為 20 µm。(B) 平面上位移，脂質體半徑為 24 µm。

(C) 破裂，脂質體半徑為 24 µm。(D) 半徑變小，脂質體半徑變化前為 20 µm，

變化後為 15 µm。 
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3-2 脂質體與蜂毒胜肽作用後內部共聚焦螢光隨時間

的變化 

  

誠如我們在前文所提到，蜂毒胜肽吸附在細胞膜上之後，產生穿膜孔洞的過

程目前並不清楚。所以我們在脂質體外放置染料，並即時觀察單一脂質體與峰毒

胜肽反應之後，內部的螢光變化情形，希望可以得到孔洞形成過程的資訊。因此，

我們自行架設一套共聚焦螢光顯微系統觀察脂質體內的螢光變化，並對不同濃度

的蜂毒胜肽做測試。 

實驗得到的螢光強度隨時間變化，如圖 3-2 所示，列舉各蜂毒胜肽濃度的脂

質體內螢光訊號：(A) 圖為未加蜂毒胜肽的時間軌跡圖。圖 3-2 (B)-(F) 為 0.02 

µM-0.5 µM 蜂毒胜肽下的時間軌跡圖。我們可以看到，在低濃度下，即使混合

時間長達一小時，也不會發現脂質體內有大量螢光增強的情形。另外，從結果中

我們可以發現，加入蜂毒胜肽之後，我們在脂質體中央量測到的螢光強度有呈現

間歇上升的情況，且每此上升的高度都很接近，根據這些觀察，我們初步猜測蜂

毒胜肽與細胞膜的作用關係有可能是單分子 (蜂毒胜肽) 的攻擊行為。若突峰的

出現與蜂毒胜肽攻擊細胞膜的過程有關的話，藉由了解突峰之間的關聯，我們有

機會了解細胞膜變化的資訊。 

此部分實驗中，我們觀察單一脂質體內部的螢光變化，會得到許多突峰；同

樣蜂毒胜肽濃度下，我們偵測多個脂質體內部的螢光變化情形。針對每個突峰，

我們分析三個參數：上升高度、上升時間、與峰值間距 (圖 3-3 (A)中的 (a)、(b)、

(c))。分析步驟如圖 3-3 所示: 

1. 上升高度 (rise height)：定義為突峰上升過程的最低點到峰頂的電壓差。 

2. 上升時間 (rise time)：定義為達到上升高度所耗費的時間。 

3. 峰值間距 (rise interval)：定義為相鄰兩突峰峰頂的時間差。 

我們把一個突峰視為一個事件 (event)，個別進行以上三個參數的統計處理。針
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對一個參數而言，在同樣蜂毒胜肽濃度下，將多個脂質體螢光變化圖中得到的所

有突峰事件的參數值一一求出，並做參數值的統計圖 (histogram)，以上升高度

的分析為例，如圖 3-3 (B)，再將統計結果進一步做高斯分布多峰擬合 (Gaussian 

multipeak fitting)，(圖 3-3 (C))，可得到該統計圖分布的峰值與半高寬 (full-width 

half-maximum)。我們測試不同蜂毒胜肽濃度，進行相同分析，並得到各濃度下

的高斯分佈擬合結果，最後以擬合結果的半高寬視為該峰值分布的標準差，畫出

濃度對應參數的的高斯分布結果，如圖 3-3 (D)。例如：(C) 圖可得到單一濃度

下的兩個高斯分布峰值與半高寬，我們將它繪於 (D) 圖中，即為藍帶區域所示

的兩個分布。上升時間與峰值間距的所有事件參數值也是做相同的分析。每個濃

度下的突峰事件總數 (n) 皆標示於各參數統計圖的圖表說明與表格中。 

圖 3-4 是不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升高度統計圖，從不同濃度下統計圖

的多峰擬合結果 (圖 3-7) 可以發現，上升高度的分布結果呈現近似倍數關係 (圖

中粉色帶區域)，這有可能代表著單一個、兩個、或是三個峰毒胜肽分子的攻擊

行為，即也呼應我們之前提到蜂毒胜肽為單分子攻擊行為的猜測。但由圖中可以

發現高斯曲線半高寬，亦即圖中的標準差，很大，有可能來自於實驗中使用的脂

質體粒徑差異。由於我們在實驗中是以重力沉降的方式讓脂質體停留在玻片上，

與化學方法的固定方式相比，如：胺基-羧基的鍵結，重力沉降較無法有效的固

定住脂質體，所以有可能會產生輕微的漂動而影響結果分布。 

圖 3-5 是不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升時間統計圖。比較不同濃度的擬合

曲線結果 (圖 3-8)，上升時間可視為相同。圖 3-6 是不同蜂毒胜肽濃度下突峰

峰值間距的統計結果，其高斯分布曲線擬合結果繪於圖 3-9。結果顯示當蜂毒胜

肽濃度上升，峰值間距有下降的趨勢。當溶液中的蜂毒胜肽越來越多，脂質體被

碰撞的機會也越多，進而會增加蜂毒胜肽吸附在脂質體上的頻率，我們就會觀測

到蜂值間距越來越短的現象。 

實驗中，我們在控制組與實驗組皆發現螢光有大幅度的擾動情況出現，這可

能是脂質體未固定，在溶液中漂動造成。另外，從螢光隨時間變化的紀錄可以發
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現：在脂質體破裂之前，會有許多小幅度的突峰密集出現。且在較高濃度的蜂毒

胜肽下，較容易出現螢光緩慢上升的情況。 

所有的參數統計圖的擬合結果與事件總和數詳細列於表 3-1、表 3-2、表 

3-3。 
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圖圖圖圖 3-2 不不不不同蜂毒胜肽濃度下的單點共聚焦螢光強度隨時間變化圖同蜂毒胜肽濃度下的單點共聚焦螢光強度隨時間變化圖同蜂毒胜肽濃度下的單點共聚焦螢光強度隨時間變化圖同蜂毒胜肽濃度下的單點共聚焦螢光強度隨時間變化圖。 

(A) 0 M (control)，(B) 0.02 µM，(C) 0.05 µM，(D) 0.1 µM，(E) 0.2µM，(F) 0.5 µM。

脂質體半徑皆為 20 µm。 
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圖圖圖圖    3-3 突峰參數定義與統計分析示意圖突峰參數定義與統計分析示意圖突峰參數定義與統計分析示意圖突峰參數定義與統計分析示意圖。。。。 

我們觀察單一脂質體內部的螢光變化，得到許多突峰；同樣蜂毒胜肽濃度下，我

們偵測多個脂質體內部的螢光變化情形。(A) 針對每個突峰，我們分析三個參

數：上升高度、上升時間、與峰值間距。上升高度 (a) 定義為突峰上升過程的

最低點到峰頂的電壓差，而此範圍所耗費的時間即為上升時間 (b)，峰值間距 (c) 

定義為相鄰兩突峰峰頂的時間差。在同樣蜂毒胜肽濃度下，將多個脂質體螢光變

化圖中得到的所有突峰參數一一求出。(B) 我們把一個突峰視為一個事件 

(event)，並對三個參數下所有事件的參數值分別做統計圖。(C) 再將統計結果進

一步做高斯分布多峰擬合，得到分布的峰值與半高寬。(D) 最後以擬合結果的半

高寬視為該峰值分布的標準差，畫出濃度對應參數的的高斯分布結果。 
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圖圖圖圖 3-4 不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升高度不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升高度不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升高度不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升高度 (rise height) 統計圖統計圖統計圖統計圖。。。。 

(A) 0.02 µM, n=65，(B) 0.05 µM, n=198，(C) 0.1 µM, n=196，(D) 0.2 µM, n=179，

(E) 0.5 µM, n=192。   
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圖圖圖圖 3-5 不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升時間不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升時間不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升時間不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升時間 (rise time) 統計圖統計圖統計圖統計圖。。。。 

(A) 0.02 µM, n=65，(B) 0.05 µM, n=198，(C) 0.1 µM, n=196，(D) 0.2 µM, n=179，

(E) 0.5 µM, n=192。 
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圖圖圖圖 3-6 不同不同不同不同蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽濃度的突峰峰濃度的突峰峰濃度的突峰峰濃度的突峰峰值間距值間距值間距值間距 (rise interval) 統計圖統計圖統計圖統計圖。。。。 

(A) 0.02 µM, n=53，(B) 0.05 µM, n=188，(C) 0.1 µM, n=189，(D) 0.2 µM, n=168，

(E) 0.5 µM, n=174。
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圖圖圖圖 3-7 不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升高度之高斯多峰分布上升高度之高斯多峰分布上升高度之高斯多峰分布上升高度之高斯多峰分布擬合擬合擬合擬合結果結果結果結果。。。。 

上升高度的分布結果呈現近似倍數關係 (圖中粉色帶區域)，這有可能代表著單

一個、兩個、或是三個峰毒胜肽分子的攻擊行為，即也呼應我們之前提到蜂毒胜

肽為單分子攻擊行為的猜測。 
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圖圖圖圖 3-8 不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰上升時間之高斯多峰分布上升時間之高斯多峰分布上升時間之高斯多峰分布上升時間之高斯多峰分布擬合擬合擬合擬合結果結果結果結果。。。。 

比較不同濃度的擬合曲線結果，上升時間可視為相同。 
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圖圖圖圖 3-9 不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰不同蜂毒胜肽濃度的突峰峰值間距之高斯多峰分布峰值間距之高斯多峰分布峰值間距之高斯多峰分布峰值間距之高斯多峰分布擬合擬合擬合擬合結果結果結果結果。。。。 

當蜂毒胜肽濃度上升，峰值間距有下降的趨勢。當溶液中的蜂毒胜肽越來越多，

脂質體被碰撞的機會也越多，進而會增加蜂毒胜肽吸附在脂質體上的頻率，我們

就會觀測到蜂值間距越來越短的現象。 



 42

0.004

0.010

0.013

0.023

0.022

0.009

0.011

0.008

FWHM
/ V

0.066

0.046

0.026

0.035

0.036

0.018

0.037

0.017

Rise height
/ V

1920.5

1790.2

1960.1

1980.05

650.02

n
[Melittin] 

/ µµµµM

 
 

表表表表    3-1 不同不同不同不同蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽濃度的上升高度多峰擬合結果濃度的上升高度多峰擬合結果濃度的上升高度多峰擬合結果濃度的上升高度多峰擬合結果    

 

0.508

0.359

0.581

0.616

0.873

FWHM
/ s

n

1920.8050.5

1790.8430.2

1960.9260.1

1980.9140.05

651.0440.02

Rise time 
/ s

[Melittin] 
/ µµµµM

 
 

表表表表    3-2 不同不同不同不同蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽濃度的上升時間多峰擬合結果濃度的上升時間多峰擬合結果濃度的上升時間多峰擬合結果濃度的上升時間多峰擬合結果    

 

6.457

12.499

11.656

11.174

5.633

FWHM
/ s

n

1745.3690.5

16812.5740.2

1899.4390.1

1886.2860.05

5319.6880.02

Rise interval 
/ s

[Melittin]
/ µµµµM

 
 

表表表表    3-3    不不不不同蜂毒胜肽濃度的峰值間距多峰擬合結果同蜂毒胜肽濃度的峰值間距多峰擬合結果同蜂毒胜肽濃度的峰值間距多峰擬合結果同蜂毒胜肽濃度的峰值間距多峰擬合結果    
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3-3 利用共聚焦顯微鏡觀察脂質體與蜂毒胜肽作用後

的螢光影像變化 

  

 共聚焦顯微鏡自 1971 年問世之後 36，經過不斷的改良，現在已經廣泛應用

在許多領域，特別是生物影像的觀察。 

在一片配製好的樣品中會有許多不同大小的脂質體，為了模擬真實細胞受到

胜肽攻擊的環境 (細胞膜表面積)，我們傾向選用粒徑在 20-30 µm 的脂質體作測

量，並紀錄二維-時間系列掃描 (XYT series scan) 的影像。 

 圖 3-10 (A) 是在不含蜂毒胜肽環境下取得的脂質體 (粒徑為 16 µm) 二維

螢光影像，脂質體內部無明顯螢光，形貌完整；圖 3-10 (B) 為相對應的穿透光

亮視野影像，沒有發現明顯失焦的現象。我們將隨時間紀錄的每張影像中脂質體

內螢光訊號加總後，再除上脂質體的面積，得到脂質體的單位面積螢光強度隨時

間變化圖，如圖 3-10 (C)。結果顯示，脂質體內部的平均強度很低且相當穩定，

也表示未加入蜂毒胜肽時，細胞膜通透性很低，沒有螢光洩漏進去的情形發生。 

當加入 2 µM 蜂毒胜肽後，出現了幾種不同結果：原本單一巨大單層脂質

體 (粒徑為 20 µm) 內部無螢光，經過一段時間後螢光強度忽然增加，接著慢慢

下降，如圖 3-11 (A)。若螢光是從膜上一個缺陷而引起螢光洩露，在空間中應會

從缺陷處向內形成一道高濃度的染料流，所以從我們擷取的二維影像上，應有機

會在脂質體內部看到螢光較強的區塊。針對螢光增強過程的影像結果來看，並沒

有觀察到明顯的螢光亮區，如圖 (A) 中的 240 s-300 s的影像，所以無法判斷染

料是經由何種管道與方向進入膜內。螢光下降的現象有可能是膜上的缺陷消失

後，稍早進入的染料流在脂質體內慢慢擴散造成。從圖 3-11 (C) 的單位面積螢

光強度隨時間變化圖中，可以發現螢光有間歇性的上升情形，與單點螢光測量的

實驗有相同的結果。比較 230 s 之前與 350 s 之後的平均螢光強度，後來螢光

有略為升高的情形，且隨著時間增加，螢光有慢慢上升的趨勢。所以，在觀測過
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程中，細胞膜的通透性出現突發性大幅度的提升，接著通透性急速減緩，最後我

們由螢光緩慢而穩定上升的現象推測通透性達到一定值。從圖 3-11 (B) 的亮視

野影像可以發現脂質體在觀測過程中沒有明顯漂移或形貌的改變。 

另一種結果顯示加入 2 µM 蜂毒胜肽之後，脂質體 (粒徑為 20 µm) 的形貌

與位置無變化 (圖 3-12 (B))，但脂質體內的螢光強度先下降再升高，直到內外螢

光分子強度相彷，如圖 3-12 (A)，可見得細胞膜上通透性改變了，讓外部的染料

可以持續進入內部。從螢光上升過程的影像中，如前一個例子觀察到的，沒有明

顯的螢光亮區出現，也就是說，螢光呈現整體平均增強的現象，有可能對應到細

胞膜整體的通透性改變，而非區域性的通透性改變。單位面積螢光強度隨時間變

化圖顯示螢光在前 30 秒快速下降之後便持續上升 (圖 3-12 (C))，且初期上升速

度較緩，接著上升速度增加，最後 150 秒內螢光增加速度有減緩的趨勢。我們

也檢查螢光強度在上升過程的細部變化，並沒有發現如圖 3-11 的間歇性螢光上

升情形。 

 所以，根據以上實驗，我們可以由蜂毒胜肽攻擊細胞膜之後的螢光變化，對

應到通透性的變化。我們提出了三種峰毒胜肽與細胞膜作用的模式。若以攻擊細

胞膜的蜂毒胜肽數量來分類，可分為單一胜肽攻擊 (single melittin) 與多重蜂毒

胜肽攻擊 (multiple melittins) 兩大類。 

 單一胜肽攻擊類別下，胜肽分子有可能進行如圖 3-13 (A) 的攻擊流程。在

溶液中的蜂毒胜肽因靜電力作用吸附到細胞膜上，蜂毒胜肽會將膜上的脂質分子

頭端向兩旁推開，造成細胞膜變薄的情形，並因為脂質分子暫時排列失序造成所

謂膜的「缺陷」，外部螢光分子趁此時穿過細胞膜上的缺陷，我們會看到螢光上

升的訊號。再者，當單一胜肽分子進行穿孔的翻轉動作時，也會推擠週遭的脂質

分子，造成另一個膜缺陷來源。當胜肽分子脫離細胞膜時，缺陷便消失，螢光不

再洩入脂質體內，稍早進入的螢光分子在內部擴散直到染料濃度達平衡，這種攻

擊模式下，我們預期會看到如圖 3-13 (B) 的螢光變化圖，螢光會有間歇性的強

度變化，在二維的螢光影像上，如前面敘述過的，在空間中應會從缺陷處向內形
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成一道高濃度的染料流，所以在脂質體內部會看到螢光較強的區塊，我們也會觀

察到螢光不均勻的現象。 

單一蜂毒胜肽也有可能進行如圖 3-14 (A) 的攻擊流程。溶液中的蜂毒胜肽

因靜電力吸附到細胞膜上後，擾亂整個細胞膜上脂質分子的排列，整體結構鬆

散，進而導致整體性的細胞膜通透性增加，外部的螢光分子此時會進入脂質體內

部，我們預期會看到如圖 3-14 (B) 的螢光變化圖，螢光會持續上升直到蜂毒胜

肽分子脫離細胞膜，脂質分子的排列恢復為止。二維的螢光影像上應會看到均勻

的螢光增強情形。 

 我們也假設脂質體會受到多重蜂毒胜肽的攻擊，流程如圖 3-15 (A)。多個峰

毒胜肽因靜電吸附到細胞膜上，並在細胞膜上流動，接著多個峰毒胜肽在膜上形

成孔洞，此時螢光分子會洩入脂質體，若孔洞的結構不穩定，胜肽分子有可能會

再散開，產生類似孔洞關閉 (pore closing) 的細胞膜癒合現象，螢光便不再上升，

稍早進入的螢光分子會在內部擴散直到染料濃度達到平衡，且我們預期會看到如

圖 3-13 (B) 的螢光變化圖，但上升幅度會比單一蜂毒胜肽攻擊的還大。若孔洞

的結構穩定，預期觀察到螢光持續上升。但形成孔洞需要在較高濃度的蜂毒胜肽

溶液中才會發生，而我們使用的峰毒胜肽濃度很低，所以針對我們的實驗結果，

此種模式的可能性較小。 
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圖圖圖圖 3-10 未加未加未加未加蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽的脂質體之共聚焦的脂質體之共聚焦的脂質體之共聚焦的脂質體之共聚焦顯微鏡影像顯微鏡影像顯微鏡影像顯微鏡影像與分析與分析與分析與分析。。。。 

(A) 二維螢光影像變化，(B) 穿透光亮視野影像，(C) 脂質體內部單位面積的螢

光強度隨時間變化圖。脂質體粒徑為 16 µm。 
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圖圖圖圖 3-11 加入加入加入加入 2 µµµµM 蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽的脂質體之共聚焦顯微鏡影像與分析的脂質體之共聚焦顯微鏡影像與分析的脂質體之共聚焦顯微鏡影像與分析的脂質體之共聚焦顯微鏡影像與分析。。。。    

此例中有突峰 (spike) 發生。(A) 二維螢光影像變化，(B) 穿透光亮視野影像，

(C) 脂質體內部單位面積的螢光強度隨時間變化圖。脂質體粒徑為 20 µm。                                  
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圖圖圖圖 3-12 加入加入加入加入 2 µµµµM 蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽蜂毒胜肽的脂質體之共聚焦顯微鏡影像與分析的脂質體之共聚焦顯微鏡影像與分析的脂質體之共聚焦顯微鏡影像與分析的脂質體之共聚焦顯微鏡影像與分析。。。。 

此例中脂質體內的螢光強度漸漸上升。(A) 二維螢光影像變化，(B) 穿透光亮視

野影像，(C) 脂質體內部單位面積的螢光強度隨時間變化圖。脂質體粒徑為 20 

µm。     



 49

 

(A)

 

 

 

(B)

 

圖圖圖圖 3-13 單一蜂毒胜肽攻擊造成間歇性強度增加模型單一蜂毒胜肽攻擊造成間歇性強度增加模型單一蜂毒胜肽攻擊造成間歇性強度增加模型單一蜂毒胜肽攻擊造成間歇性強度增加模型。。。。 

(A) 溶液中的蜂毒胜肽因靜電力作用吸附到細胞膜上，蜂毒胜肽會將膜上的脂質

分子頭端向兩旁推開，造成細胞膜變薄的情形，並因為脂質分子暫時排列失序造

成所謂膜的「缺陷」，外部螢光分子趁此時穿過細胞膜上的缺陷，我們會看到螢

光上升的訊號。再者，當單一胜肽分子進行穿孔的翻轉動作時，也會推擠週遭的

脂質分子，造成另一個膜缺陷來源。當胜肽分子脫離細胞膜時，缺陷便消失，螢

光不再洩入脂質體內，稍早進入的螢光分子在內部擴散直到染料濃度達平衡。 (B) 

會有間歇性的強度變化。 
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(A)

 

 

(B)

 

圖圖圖圖 3-14 單一蜂毒胜肽攻擊造成持續性強度增加模型單一蜂毒胜肽攻擊造成持續性強度增加模型單一蜂毒胜肽攻擊造成持續性強度增加模型單一蜂毒胜肽攻擊造成持續性強度增加模型。。。。  

(A) 溶液中的蜂毒胜肽因靜電力吸附到細胞膜上後，擾亂整個細胞膜上脂質分子

的排列，整體結構鬆散，進而導致整體性的細胞膜通透性增加，外部的螢光分子

此時會進入脂質體內部，直到蜂毒胜肽分子脫離細胞膜，脂質分子的排列恢復為

止。 (B) 螢光會持續上升。 
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(A)

 

 

 

(B)

 
圖圖圖圖 3-15 多重蜂毒胜肽攻擊造成間歇性強度增加模型多重蜂毒胜肽攻擊造成間歇性強度增加模型多重蜂毒胜肽攻擊造成間歇性強度增加模型多重蜂毒胜肽攻擊造成間歇性強度增加模型。。。。  

(A) 多個峰毒胜肽因靜電吸附到細胞膜上，並在細胞膜上流動，接著多個峰毒胜

肽在膜上形成孔洞，此時螢光分子會洩入脂質體，若孔洞的結構不穩定，胜肽分

子有可能會再散開，產生類似孔洞關閉 (pore closing) 的細胞膜癒合現象，螢光

便不再上升，稍早進入的螢光分子會在內部擴散直到染料濃度達到平衡。 (B) 會

有間歇性的強度變化，但上升幅度會比單一蜂毒胜肽攻擊的還大。 
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3-4 脂質體與蜂毒胜肽作用後膜流動性的變化    

 

細胞膜肩負許多重要的生理功能，而細胞膜的流動性會影響這些功能的運

作，當流動性改變，可能會造成這功能的減弱或消失，進而引起細胞死亡。我們

利用螢光相關光譜技術偵測細胞膜的流動性變化，來得知蜂毒胜肽對細胞膜上生

理功能的影響。 

我們將脂質體與不同濃度的蜂毒胜肽混合，待其反應 10 分鐘後，量取膜上

染料分子的擴散時間。將擴散時間代入 
2

0D=
4 diff

r

τ
 式中算出擴散係數 D。圖 3-16 

為未加入與加入 10 µM 與 60 µM 蜂毒胜肽後染料分子 DiD 在 POPC 脂質

膜上的自相關曲線，曲線皆經過均一化處理。未加入蜂毒胜肽時，平均擴散係數

為 5.53±0.48x10-10 m2s-1，加入 10 µM 與 60 µM 蜂毒胜肽後的平均擴散係數分

別為 3.45±0.36x10-10 m2s-1 與 3.04±0.28x10-10 m2s-1，相較於未加入蜂毒胜肽的平

均擴散係數，後兩者有顯著的下降。也就是說，加入蜂毒胜肽會降低細胞膜的流

動性。我們推測流動性變慢，有可能是當帶正電的蜂毒胜肽吸附在膜上，與脂質

分子頭端的電荷吸引作用，導致細胞膜上有脂質排列較緊密的區塊，因此膜上的

脂質分子要進行自由擴散運動時，變的較不容易。 

圖 3-17 與表 3-4 為加入不同濃度蜂毒胜肽的統計圖結果。可以發現在加

入蜂毒胜肽之後，擴散係數皆有顯著的下降，且蜂毒胜肽濃度高於 30 µM 的擴

散係數有趨於一個定值的傾向。這個傾向意味著，蜂毒胜肽對於細胞膜流動性的

影響有一定的程度，並非與濃度成正比，這可能代表蜂毒胜肽在細胞膜上的分布

已達飽和，即使增加更多的蜂毒胜肽，也無法再繼續影響細胞膜流動性。 
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圖圖圖圖 3-16 混合不同蜂毒胜肽濃度後的染料分子混合不同蜂毒胜肽濃度後的染料分子混合不同蜂毒胜肽濃度後的染料分子混合不同蜂毒胜肽濃度後的染料分子 DiD 在在在在 POPC 膜上運動得膜上運動得膜上運動得膜上運動得到的到的到的到的

自相關曲線圖自相關曲線圖自相關曲線圖自相關曲線圖。 

黑色曲線表示未加入蜂毒胜肽的自相關曲線，橘色與藍色分別為加入 10 µM 與 

60 µM 蜂毒胜肽後的自相關曲線。加入蜂毒胜肽後，可以發現染料分子的擴散

時間增加，流動性有顯著下降。 
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圖圖圖圖 3-17 不同峰毒胜肽濃度的流動性統計結果不同峰毒胜肽濃度的流動性統計結果不同峰毒胜肽濃度的流動性統計結果不同峰毒胜肽濃度的流動性統計結果。。。。 

加入蜂毒胜肽後，擴散常數有顯著的下降。且當濃度超過 30 µM，流動性趨於

一個定值。 
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3.27×10-683.04±0.2860

7.14×10-672.57±0.1750

8.21×10-663.01±0.2440

2.94×10-682.68±0.2330

2.45×10-662.10±0.6420

1.08×10-573.45 ±0.3610

65.53±0.49 0

P value
Number of

sample
Diffusion coefficient

/10-10 m2s-1
[Melittin]

/ µM

***: significantly different from the control, P < 0.001 
 

表表表表    3-4    不同峰毒胜肽濃度的流動性統計結果不同峰毒胜肽濃度的流動性統計結果不同峰毒胜肽濃度的流動性統計結果不同峰毒胜肽濃度的流動性統計結果。。。。    
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第四章、結論與未來展望 
 

 在本論文中，為了了解吸附在細胞膜上的蜂毒胜肽形成孔洞的機制，除了已

商業化的共聚焦螢光影像偵測方式與漸趨成熟的螢光相關光譜技術，我們更建立

一套系統與測量方法提供即時觀測單一脂質體受到蜂毒胜肽攻擊後的單點螢光

變化，且設計簡單，無樣品製備繁複的困擾。 

我們利用自行架設的共聚焦螢光顯微系統，測量不同濃度下的脂質體內部螢

光變化情形，並將結果中的突峰進行參數與統計分析，我們推測蜂毒胜肽有單分

子的攻擊行為。從共聚焦顯微鏡得到幾種不同的螢光變化結果：螢光忽然增強又

漸漸變弱、螢光慢慢增加直到內外相同。我們可以知道：細胞膜與蜂毒胜肽接觸

後會增加細胞膜的通透性。另外，我們也提出三種峰毒胜肽攻擊行為的假設。 

我們也利用螢光相關光譜技術量測細胞膜的流動性變化，發現與蜂毒胜肽接

觸後，細胞膜的流動性有顯著的變慢現象，且此影響有一定的限度，並非與濃度

成正比，這可能代表蜂毒胜肽在細胞膜上的分布密度已達飽和，增加蜂毒胜肽，

也無法再繼續影響細胞膜流動性。 

 針對本論文的實驗設計，我們可以做一些修改來增進測量的穩定度與提高訊

雜比。混合樣品時，我們可以在玻片表面與脂質體上修飾官能基，將脂質體固定

位置，降低漂動造成的螢光擾動。我們也可以對脂質體進行粒徑的篩選，鎖定觀

測單一粒徑的脂質體有助於做定量的分析。 

 在本論文中，我們使用多種螢光技術觀察單一脂質體與蜂毒胜肽作用的即時

螢光影像、強度變化、與膜流動性變化，未來我們也可以利用這些技術觀察不同

細胞膜成分的脂質體或是不同胜肽的攻擊行為作為本實驗的延伸。 
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附錄 

 

附錄一 實驗相關藥品 

 

附錄表一 實驗藥品 

藥品 說明 製造商 

POPC 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine 

16:0/18:1(9Z) PC 

Avanti, 

U.S.A. 

CHCl3 Chloroform J.T. Baker, 

U.S.A. 

DiD Lipophilic dye, 

Sub-cellular localization: cell membranes and lipids, 

Abs/Emi: 648 nm/670 nm 

Molecular 

Probes, 

U.S.A. 

MeOH Methanol J.T. Baker, 

U.S.A. 

Glucose D-(+)-glucose, 

≥99.5% (GC) 

Sigma, 

U.S.A. 

NaCl Sodium chloride 

≥99.5% (titration) 

Sigma, 

U.S.A. 

CF 5(6)-carboxyfluorescein, 

Abs/Emi: 492 nm/517 nm 

Fluka, 

U.S.A. 

R6G Rhodmine 6G chloride 

Abs/Emi:428 nm/551 nm 

Molecular 

Probes, 

U.S.A. 

Alexa633 Abs/Emi: 632 nm/647 nm Molecular 

Probes, 

U.S.A. 

Melittin The main component of the honeybee venom, 

Mr: 2846.50,  

Purity: > 97% by reverse phase HPLC 

Bachem, 

Switzerland 
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